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大麻（cannabis、marijuana）は、世界で最も乱用されている薬物で 2016 年度では約１億 9 千
万人が使用していると推定されている。1) 我が国においても、平成 25 年以降、大麻事犯による
検挙者数が増加し、昨年度では 3,000人を超え、低年齢層への広がりが社会的問題となっている。
2) 大麻は中毒性が弱いと報告され、海外では医療大麻としてあるいは嗜好品として合法化された
ことが、その使用拡大の一因である。そのため、大麻使用に対して安全だという間違った認識が
ある。 
ヒトの大麻喫煙時は、心拍数の上昇、口渇、食欲亢進、目の充血など全身的な作用を示す。さ
らに、多幸感、陶酔感、鋭敏な感覚異常、幻覚などの精神的な作用を生じ、ヒトで多彩な薬理作
用を示す。3) しかし、大麻成分を用いた動物実験では、多幸感、陶酔感、感覚異常、幻覚、口渇
などの薬理作用は報告されていない。このように大麻の薬理作用は、ヒトと動物実験で確認され
ていない部分が多く、作用機序についても未だに不明確である。 
大麻草には、カンナビノイド類、テルペン類やアルカロイド類などの約 740 種類以上の成分が
含まれている。 4)  その中でも 2 大活性成分として Δ9-tetrahydrocannabinol (THC) 及び
cannabidiolがある。THCは、カンナビノイド(CB)受容体の部分作動薬であり、投与量によって薬
理作用が二相性を示す場合がある。一方、cannabidiol は、アロステリックモデュレーターとし
て CB1 受容体を調節し、抗炎症作用などを示す。加えて、大麻草に含まれる薬効成分の大半が活
性代謝物を持っている。さらに、大麻草の品種改良や栽培技術の向上により、大麻草に含まれる
THC 量は年々増加している。5) このように、代謝物を含めた有効成分の多さ、それらの作用機序
の複雑さ、THC濃度の上昇などが、大麻の薬理作用を理解することを難しくしている。 
ヒトが大麻草を摂取すると、平衡感覚、空間感覚、視覚や聴覚など感覚機能に異常を生じる。
そのため、音、接触、光などの外来刺激に対して過度の反応を示すことがある 3）。しかし、動物
実験レベルでは、このようなヒトでの大麻草による感覚異常の報告は少ない。これまでの我々の
研究では、THC によるカタレプシー様不動状態において音や空気刺激を負荷すると、一瞬で不動
状態が解けることや、von Frey test 及び prepulse inhibition testにおいて、THCは、接触刺
激、音刺激に対する感覚機能を亢進することを報告した。6) しかし、これらの実験は、拘束下で
定量性がない主観的な評価系であった。そこで、我々は、ラットが発声する超音波に着目して、
ラットの感覚機能を測定するための新規評価系の確立を目指して研究を行った。 
超音波は、ヒトが感知できない高い周波数帯 (20 kHz 以上) の音である。齧歯類は、超音波発
声（ultrasonic vocalizations）を介してコミュニケーションをとることが知られている。7) 近
年の超音波発声に関する研究から、ラットが発声する超音波は大きく 3 分類され、成熟期の高周
波数帯および低周波数帯と、新生児期の高周波数帯がある。成熟ラットでは、薬物や環境など生
体外刺激によって超音波を発声する特徴があり、嗜好性、ストレス反応、社会性・協調性などの
vi 
 
生理行動または情動行動の指標として超音波発声が用いられている。このような超音波発声の特
性を利用して、我々は大麻による感覚機能を測定できる評価系が確立できないかと考えた。 
そこで、本研究の第 1 章では、ラットの超音波発声に対する生体外刺激の条件を検討し、発声
状況、ソノグラムを詳細に解析し、大麻による感覚機能を測定できる実験条件を設定した。第 2
章では、その新規評価系を用いて感覚機能に対する大麻成分の影響を検討した。 
 
①ラットの超音波発声の特性と感覚機能を測定するための新規評価系の確立  
我々は各種刺激条件によって発声するラットの超音波を非拘束状況下で調べた。その結果、低
周波数帯（20-30 kHz）で数百ミリ秒持続する超音波発声と、高周波数帯（45-100 kHz）で数十ミ
リ秒持続する超音波発声の 2種類が認められた（図 1）。その中で、触覚刺激である空気刺激や痛
覚刺激である電気刺激によって低周波数帯の超音波発声が増加し、加えて、両感覚刺激は負荷の
強さに依存してその発声回数を増加させた。これらの結果から、触覚刺激である空気刺激による
低周波数帯の超音波発声を用いることで、痛覚刺激に依存しない大麻による感覚機能を調べるた
めの新規評価系を構築した（図 2）。 
 
図 1 成熟ラットの超音波の周波数帯と分布の特性 
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②空気刺激による低周波数帯の超音波発声に対する大麻成分の影響 
低負荷の空気刺激による低周波数帯の超音波発声に対する大麻草に含まれる THC、CB1受容体ア
ロステリックモデュレーターcannabidiol及びテルペン類β-caryophyllene の影響を調べた。そ
の結果、THC は空気刺激後の低周波数帯の超音波発声回数を増加させた。その作用は、他の薬理
作用の発現用量に比べて比較的低用量の 3 mg/kgを最大ピークとした（図 3A）。一方、cannabidiol
及びβ-caryophylleneは変化しなかった。以上の結果から、THCの低用量は触覚刺激による感覚
機能を亢進すること、ヒトでの大麻草による感覚異常は、大麻成分 THCであることを示唆した。 
 
③THCによる感覚異常における CB1受容体の関与 
CB1受容体拮抗薬 SR141716 及び CB1受容体アロステリックモデュレーターcannabidiolは、空気
刺激後の THCによる低周波数帯の超音波発声回数の増加作用を有意に抑制した（図 3B）。CB2受容
体拮抗薬 AM630 は抑制しなかった。THCによる感覚機能の亢進は、CB1受容体を介して発現するこ
とを明らかにした。 
 図 2 ラット超音波発声を用いた空気刺激に対する感覚機能の評価装置 
図 3  空気刺激後のラット超音波に対する THCの影響及び CB1 受容体の関与 
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以上の結果から、ラットの超音波には、高周波数帯と低周波数帯の 2種類の超音波に分類でき
た。その中で、高周波数帯の発声回数は環境刺激によって増加し、低周波数帯の発声回数は感覚
刺激によって増加した。そこで、我々は、大麻草による感覚異常を捉えるために、触覚刺激であ
る低負荷の空気刺激を用いて、感覚機能を調べるための新規評価系を確立した。 
次に大麻成分による感覚機能への影響を検討した結果、THC は空気刺激による低周波数帯の超
音波発声回数を増加させた。CB1受容体拮抗薬 SR141716及び CB1受容体アロステリックモデュレー
ターcannabidiol は、空気刺激後の THC による低周波数帯の超音波発声回数の増加作用を有意に
抑制した。これらの結果より、ヒトでの大麻草による感覚異常は、含有成分 THC が主成分である
こと、CB1受容体を介して発現することを示唆した。 
本研究は、ラット超音波発声を用いて、非拘束下で簡便で客観的かつ定量性のある新規感覚機
能の評価系として有用であることを示した。この評価系は、触覚機能の発現機序の解明やその新
薬開発への応用が期待できる。また、大麻成分 THC の薬理作用には感覚異常があることを動物実
験レベルで明らかにし、大麻使用の危険性を示した。 
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緒 言 
 
大麻の現状 
大麻（cannabis、marijuana）は、世界で最も乱用されている薬物で、WHO/ECDD の統計によれ
ば、2016年度において約１億 9千万人が世界で使用していると推定されている[1]。我が国にお
いても、平成 25年以降、大麻事犯による検挙者数が増加し、平成 29年度では 3,000 人を超え、
低年齢層への広がりが社会的問題となっている[2]。大麻は中毒性が低いと報告され、海外では
医療大麻としてあるいは嗜好品として合
法化されたことが、その使用拡大の一因で
ある。そのため、大麻使用に対して安全だ
という間違った認識が広がっている。この
ような大麻に関して誤った知識が拡大す
る要因として、大麻の薬理作用が多様であ
り、未だに全容が解明されていないことに
ある（図 1）。                   図 1 大麻に関連する論文数の年推移 
 
効力が強まり、摂取の仕方が変わる大麻関連製品  
近年、大麻草に含まれる主成分の   
Δ9-tetrahydrocannnabinol(THC)の含有
量が年々増加している(図 2)[3]。これは、
大麻草の品種改良や栽培技術の向上に
よるものである。たとえば、THC が含ま
れる花穂の部分が大きな sinsemilla(種
なしの意味)などの新たな品種が市場に
出回っている。さらに、超臨界法など      図 2 大麻草に含まれる THC 含有量の推移 
高度な抽出技術を用いた高純度の THCをはじめとする大麻成分が精製されている。これらは、サ
プリメントとして、あるいは食品の中に入れられ、クッキー、グミ、ガム、キャンディー、チョ
コレート、アイス、アルコールなど新たな大麻食品が登場している。さらに、これまでの乾燥大
麻による喫煙に加えて、THC が高濃度のオイル状のものを電子パイプで喫煙するものも出てきて
いる。このように、これまでの喫煙摂取に加えて、経口で簡単に摂取でき、手に取りやすい大麻
製品が増え、高濃度 THC含有の製品が流通している。 
 
大麻草に含まれる多種類の成分と多彩な薬理作用 
大麻草中には酸素と水素と 21 個の炭素からなるカンナビノイド（cannabinoid）類と呼ばれる
成分が約 140種類も含まれている。これら以外にアルカロイド類、フラボノイド類、テルペン類
など約 700 種類以上の成分が含まれていることが報告されている [4]。その中でも
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Δ9-tetrahydrocannabinol (THC) 及び Cannabidiol（CBD）は、大麻草による薬理作用の中心活
性物質だと考えられている(図 3)。さらに、大麻草を摂取すると体内で多くの代謝活性物が生じ
る。たとえば、THC は、体内で 11 位に水酸基が結合された 11-OH-Δ9-THC に変換され、これ自
体に強い精神作用があると言われている[5]。また、大麻草や THC は使用条件によって作用が変
化することが知られている[6]。さらに、THC による薬理作用の一部を cannabidiol が調節して
いることが報告されている[7]。このように大麻草は多種類の成分を含有し、これらが複雑に絡
まり、環境条件及び使用条件によって多彩な薬理作用を導き出している。 
THC は、大麻草による精神作用の本体とされ、動物実験では、不安・嫌悪感の惹起[8]、社会
性の減少[9]、攻撃性の増大[10,11]、情報処理障害の発現[12,13]、空間記憶障害[14]、うつ様
症状の発現[15-17]が確認されている。THC は、精神作用以外にも、鎮痛作用、食欲増進作用や
鎮痙作用など大麻草と同じ薬理作用を示す。一方、cannabidiol は THCとは異なり、精神作用を
引き起こさないとされ、動物実験において、鎮痛作用、抗不安作用、抗炎症作用、免疫抑制作用
などが報告されている。加えて、カンナビノイド類以外でも、テルペン類のβ-caryophyllene
が鎮痛作用、抗炎症作用を持つ物質として注目されている(図 3)。しかし、大麻草による薬理作
用には、多幸感、感覚異常、幻覚作用など、動物実験では観察されておらず、作用機序などが明
らかになっていないものが多い。これらの原因は、大麻草がカンナビノイド類を中心とした多種
多様な成分を含有しており、それぞれの成分で薬理作用が異なっている。このように大麻草の薬
理作用は、薬理活性成分の多様性及び含有量の変化により複雑化しており、正しい薬理作用を知
るためにも、薬理活性成分 1 つ 1 つの薬理作用を明確にしていくことが重要である。 
 
図 3 大麻草に含まれる主要成分の構造 
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生体内カンナビノイド類が THC による薬理作用を複雑化させている可能性 
大麻草による薬理作用は、主にカンナビノイド受容体によって引き起こされる。カンナビノイ
ド(CB)受容体は、2つのサブタイプ CB1受容体と CB2受容体があり、CB1受容体は中枢神経に、CB2
受容体は免疫系の細胞に発現している[18]。THC は、CB 受容体の部分作動薬であり、一方、
cannabidiol は CB1受容体をアロステリックモデュレーターとして調節していることが報告され
ている[19]。これらの CB 受容体の内因性のリガンドとして、1992 年には Devane らによってブ
タの脳から N-arachidonoylethanolamine (Anandamide, AEA) [20]を、1995年には Sugiura らが
ラットの脳より、同時期に Mechcoulum らがイヌの小腸より 2-arachidonoylglycerol (2-AG) を
同定した[21,22]。近年の研究から、内因性リガ
ンドが、逆行性に神経終末における CB1受容体を
介して神経伝達物質の放出を制御してことが明
らかとなり、CB1 受容体と内因性リガンドが高次
機能に関与していると示唆されている[23-26]。
しかし、大麻草を含めたカンナビノイドを摂取し
た時の内因性リガンドの動態について不明なこ
とも多く、生体内の役割についても未解明な部分
が多い。また、THCと CBDなど大麻草に含まれる
成分の作用機序が複雑であるため、大麻の薬理作
用を理解することを難しくしている。 
図 4 神経末端のカンナビノイドシステム 
 
ラット超音波発声を用いた新規感覚機能評価系の確立 
超音波は、ヒトが感知できない高い周波数帯 (20 kHz 以上) の音である。齧歯類は、超音波
発声（ultrasonic vocalizations）を介してコミュニケーションをとることが知られている[27]。
近年の超音波発声に関する研究から、ラットが発声する超音波は大きく 3分類され、成熟期の高
周波数帯および低周波数帯と、新生児
期の高周波数帯がある（表 1）。成熟ラ
ットでは、薬物や環境など生体外刺激
によって、感覚運動野を介して喉頭（声
門）から超音波を発声する特徴がある
[28-30]。このことより、嗜好性、スト
レス反応、社会性・協調性などの生理
行動または情動行動の指標として超音
波発声が用いられている（図 5）。 
                   図 5 超音波発声の仕組み 
 
2-AG
2-arachidonoyl
Glycerol
Anandamide
逆行性脂質
ﾒﾃﾞｨｴｰﾀｰ
神経の
ﾌﾟﾚ側
神経の
ﾎﾟｽﾄ側
Ca2+ channel
THC
Ca2+ channel
喉頭
LAR
喉頭神経
（SL）
反回神経
(IL)
疑核
PAG
USVs
22-kHz
50-kHz
RF
IC
mPFC
NAc
50-kHz
Dopaminergic neuron
反回神経切除後
電気刺激による超音波発声
処置 22-kHz発声数
偽手術群 165.0±15.4
切除群 0
肺
AU
VTA
LDT
LS
cholinergic neuron
22-kHz
感覚刺激
脊髄
感覚運動野
視床
4 
 
ヒトが大麻草を摂取すると、平衡感覚、空間感覚、視覚や聴覚など感覚機能に異常を生じる。
そのため、音、接触、光などの外来刺激に対して過度の反応を示すことがある[27]。しかし、動
物実験レベルでは、このようなヒトでの大麻草による感覚異常の報告は少ない。これまでの我々
の研究では、THC によるカタレプシー様不動状態において音や空気刺激を負荷すると、一瞬で不
動状態が解けることや、von Frey test 及び prepulse inhibition test において、THC は、接
触刺激、音刺激に対する感覚機能を亢進することを報告した[31]。しかし、これらの実験は、拘
束下で定量性がない主観的な評価系であった。そこで、我々は、ラットが発声する超音波に着目
して、大麻による感覚機能を測定できる評価系が確立できないかと考えた。 
第 1章では、ラットの超音波発声に対する生体外刺激の条件を検討し、その発声状況、ソノグ
ラムを詳細に解析し、その生理学的意義を調べ、大麻草成分による感覚機能を測定できる実験装
置と条件を設定した。第 2章と第 3 章では、その新規評価系を用いて感覚機能に対する大麻草成
分の影響を検討した。 
 
表 1 ラットの超音波発声の分類と特徴 
 若齢期・成熟期（開眼後） 新生児期（開眼前） 
発声タイプ 
22-ｋHz calls 
Low frequency calls 
50-ｋHz calls 
High frequency calls 
Isolation calls 
周波数 18-32 kHz 32-96 kHz 30-65 kHz 
発声時間 300-400 ms 30-50ms  
情動 ネガティブ ポジティブ ネガティブ 
生理学的意義 
嫌悪的条件 
捕食者との遭遇 
苦痛的な刺激 
非嫌悪的条件 
報酬刺激 
社会行動時 
嫌悪的条件 
母親との分離 
ホームケージからの分離 
 
  
5 
 
第 1 章 成熟ラットの超音波発声の解析方法の確立とその生理的意義に関する
検討 
 
本章では、大麻草による感覚異常を捉えるために、成熟ラットの超音波発声を利用した新たな
感覚機能の評価系の確立を試みた。第 1節では、異なる実験装置で、超音波集音マイクが捉える
超音波のノイズ波形とラット超音波発声の波形との違いについて調べ、第 2 節では、測定した超
音波とノイズ音の周波数や発声時間を解析し、実験条件の設定を行った。第 3 節は、各種の生体
外刺激条件下における超音波発声を測定した。 
  
第 1節 解析条件の設定 
超音波発声を測定・解析するにあたって、実験時における動物の歩行運動等が原因となるノイ
ズ音の収録は大きな障壁となり、過去の文献でもその問題点は指摘されてきた[1]。本節ではよ
り妥当性の高い解析を目指すため、実際に測定箱に動物を入れた状態におけるソノグラムの解析
から、ラットの超音波発声とノイズ音とが混同しない最適な解析条件を模索した。 
 
1.実験方法 
1-1 実験装置 
ラット超音波発声の検出には Sono Track ultrasonic microphones (Metris. B.V.) を用い、
超音波発声の解析には、解析ソフト Sono Track for WINDOWS Version 1.3.1 (Metris. B.V.)を
用いた（図 6）。Sono Track ultrasonic microphones は測定箱上部の天井に設置した。この時、
収録可能な超音波の周波数帯は 15～100 kHz である。ソフトの動作環境は Microsoft OS である
Windows XP 下であり、解析データとして音声の収録時間（Seconds after start, 1000 分の 1
秒単位）、収録音声のピーク周波数（Frequency, Hz 単位）、収録音声の持続時間（Duration of call, 
1000 分の 1 秒単位）が Microsoft Excel 形式のデータシートとして与えられた。実験時は蛍光
灯点灯下の明るい条件で行った。この時、実験室環境におけるノイズはデータとして収録されな
い事を確認した上で検討を開始した。実験環境については以下に示す (図 7)。 
図 6 超音波集音マイクとパソコンによる解析 
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実験室の基本環境   解析ｿﾌﾄの基本設定値  
温度 24±0.5℃  Threshold 24 
湿度 55±2%  Low ample visible 20 
騒音レベル 57-67dB  Peak threshold 0.02 
測定箱内の騒音ﾚﾍﾞﾙ 57-67dB  Width 0.2 ms 
ﾊﾟｿｺﾝとの距離 1 m以上  Discrimination factor 10 
図 7 実験機器の配置と実験条件について 
 
1-2  解析によって得られる情報 
音の 3大要素とは大きさ・高さ・音色の三つである[2]。音の大きさは音圧とも表現され、単
位としては通常パスカル (Pa) あるいはデシベル (dB) で表わされる。音の高さとは周波数によ
って表現され、ヘルツ (Hz) で表わされる。音圧の変化を縦軸、時間的変化を横軸にとった時、
波状のグラフを描き、三角関数によって表現される事は一般的であるが、この時、1 秒間という
単位時間当たりに音圧が振動する回数を周波数と呼ぶ。音圧と周波数に関しては表現が可能であ
るが、音色という要素は表現が不可能である。本実験で使用する超音波の検出及び解析装置は、
発生した音の音圧（dB）、周波数（kHz）、持続時間（ミリ秒：ms）及び発生回数について解析す
ることが可能である。 
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1-3 実験手続き 
1-3-1 実験動物および飼育環境 
実験動物は、8-10 週齢（体重 250～350 g）の Wistar 系雄性ラット（九動）を用いた。飼育方
法は、1ケージ（プラスチック製：30×35×17 cm）に 4～6匹の群飼育とし、餌（CE-2；日本ク
レア，東京）は実験期間を通して、自由摂食とし、水は自由に摂取できるようにした。飼育環境
は、室温 23±2℃、絶対湿度 60±2％および 12時間の明暗周期（7:00 AM 点灯）とした。実験動
物の取り扱いについては福岡大学動物実験委員会（Experimental animal care and use committee）
に準じた。 
1-3-2 測定環境によって収録される超音波の解析 
初めに人為的なノイズの収録を行った。人為的なノイズ音は、金属ねじでアクリル板及びグリ
ッドを引っ掻く、測定箱を叩いて発生させたものである。測定環境として、新規環境提示装置と、
電気刺激負荷装置の 2 つの測定環境を用意した。新規環境提示は、飼育用チップ（ケアフィーズ：
ハムリー株式会社）を敷いたアクリルボックス （29×29×30 cm） を用いた。超音波は、ラッ
ト１匹を装置に入れた直後 5 分間測定した。電気刺激負荷装置は、床面に金属グリッド（全ての
グリッドにおける通電を確認済み）を設置したアクリルボックス（22×30×26 cm）と、SHOCK 
GENERATOR SCRAMBLER MODEL SGS-002 (室町機械、東京)を用いた。超音波は、ラット 1匹を装置
に入れ、1分間の馴化後に 3.0  mA のいずれかの電気刺激を 1回、1 秒間与えた直後 5 分間の超
音波発声測定である。検討には各電流強度に応じて 37 匹のラットを使用し、そのうち超音波が
収録された 29 例のデータについて解析した。それぞれの装置から収録された超音波を解析ソフ
トを用いて分析し、ラットの行動によって生じる超音波を分類した。 
 
2.実験結果 
2-1   解析によって得られる情報 
解析ソフトを用いて収録した音を解析した結果、音圧（図 8A）、周波数（図 8B）及び収録した
音の回数（図 8C）が画面上で確認できた。超音波とは周波数の高さによって定義される音の種
類であり、ヒト可聴域以上の高音（20 kHz 以上）を指す。ラットの超音波発声は、一般的に周
波数の高さ（High-, あるいは Low-frequency）とその発声が続く時間（Long あるいは Short）
によってその性質を分類されるものである。そのため、超音波発声を評価する上で最も重要な音
声情報は（図 8B）のソノグラムに表わされる発声周波数の高さと発声時間の二つである。 
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図 8 超音波発声解析ソフトの解析画面が示す各音声パラメーター 
 
2-2  実際に収録される種々の超音波波形 
今回、様々な実験条件において観察されるソノグラムを一覧にして示した（図 9）。（A）は、
人為的に発声させたノイズ音である。（B）及び（C）は、各測定装置内でラットが発生させたノ
イズ音である。（D）は、ラットの可聴域での啼鳴時に認められる音であり、（E）及び（F）は、
電気刺激負荷後と新規環境下で認められたラットの超音波である。このように実験環境において
超音波として収録する音には実に多くのパターンがある。 
（E）及び（F）のラットが発声した超音波と異なり、（A）、（B）、（C）及び（D）で示すノイズ
音やラットの可聴域での啼鳴は、幅広い周波数帯で収録される。ソノグラムパターン (B)、(C) の
ような幅広い周波数帯の超音波をラットの運動に伴うノイズと判断した。 
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図 9 人為的に再現したノイズと、実験中に収録される種々の超音波 
 
 
  
(A) 人為的ノイズ
(B) ラットの歩行運動時
に収録されるノイズ
(C) 電気刺激時に足場を
ラットが飛び回ること
で検出されるノイズ
(E) 電気刺激の直後に
ラットが発する，
低周波数で長く続く
超音波発声
(F) 新奇環境提示時に
ラットが発する，
高周波数帯の超音波
発声
①金属ねじでグリッドを引っ掻く ②金属ねじでアクリル板を引っ掻く ③測定箱を指先で叩く
グリッド上を飛びまわる（蹄鳴無しの場合）
すくみ行動（freezing）を伴っている事が多い
立ち上がり時や，測定箱の底・側面に興味を示している時など
歩行時や測定箱の側面に接触した時，底面を引っ掻く時など
(D) ハンドリングに対し
ラットが発する蹄鳴
（可聴音の発声）
その場にとどまり蹄鳴（squeal）を上げている場合
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第 2節 ラットの超音波発声とノイズ音を分類する実験条件のための設定 
 
第 1節では、測定装置で収録されるノイズ音についてソノグラフから解析し、ノイズ音の特徴
を検討した。その結果、ノイズ音は、ソノグラフにおいて幅広い周波数帯の波形を示すことが明
らかになった。第 2節では、ソノグラムの目視と、実際に解析ソフトより算出された数値と照ら
し合わせ、ラットの超音波発声とノイズ音を分類する実験条件の設定を行った。 
 
1  実験材料ならびに実験方法 
1-1 実験動物ならびに飼育方法  
第 1章第 1節 1-3-1と同様である． 
 
1-2 実験装置および実験手続き 
実験手続きは、第 1章第 1節 1-3と同様である。収録した超音波は、解析ソフトでソノグラフ
に変換し、目視で確認した。その後、図 9A, B, C, Dと同様に幅広い周波数を持つ超音波をノイ
ズと判断した。そのノイズ以外をラットが発声した超音波として分類し、それぞれの周波数と発
声時間を比較して、実験条件の決定を行った。 
 
2.実験結果 
2-1 ラットを新規環境条件下に置いた際に収録した超音波発声 
新規環境提示時では、ソノグラムの目視の結果、ノイズ音以外に多彩な波形パターンの超音波
の収録を確認した（図 10）。収録された超音波は、音の発声時間（ms）と周波数によって分布図
で示し、ソノグラフの目視によってノイズとそれ以外の音に分類した（図 11）。その結果、ノイ
ズ音は、周波数 15-60 kHz 、発声時間が 100 ms以内に存在し、一方、ラット超音波は、周波数
30-80 kHz、発声時間 0から 100ms 以上と幅広く存在が確認できた。周波数帯ごとにノイズ音が
占める割合を確認すると、新規環境提示時に発生したノイズは、45 kHz 未満に集中していた。
反対にそれ以外の超音波は、45 kHz 以上に多く認められた (図 12A)。また、超音波発声が認め
られた26匹のラットを個体ごとに、発声した周波数の幅を確認すると、すべてのラットで、45 kHz 
以上の超音波の発声を認め、55-65 kHzの発声発現率が最も高かった（図 12B,C）。以上の結果か
ら、周波数 15-45 kHz かつ発声時間 100 ms 以内の超音波をノイズ音とし、周波数 45 kHz 以上
を高周波数帯の超音波発声として定義した。 
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図 10 新規環境提示時に認められる多彩な超音波発声
(A) 上がり調子 (B) フラット
(C) 下がり調子 (D) 10 ms 程度の短い発声 (E) 逆U字型
(F) 細かく波打つ
(G) 複数の組み合わせ
100 ms
環境に対する探索行動が見られる
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図 11 新規環境提示時に収録される超音波の分布 
 
図 12 新規環境提示時に収録されるノイズ音とラット超音波発声の特徴 
0
50
100
150
15 25 35 45 55 65 75 85
収
録
音
声
の
時
間
（
m
s）
収録周波数（kHz）
ノイズ
ノイズ以外の収録音
個体数：51匹 標本総数：301
(A) 各周波数帯におけるノイズの割合
ノイズ ノイズ以外の収録音
周波数帯（kHz）
収録音数
17-30
（67）
-35
（8）
-40
（11）
-45
（13）
-50
（12）
-55
（40）
-60
（58）
61-75
（92）
収
録
音
の
割
合
（
%
） 100
0
50
■平均値 (n=26) 最小値～最大値■
（B) 個々のラットが発した超音波の周波数幅
0
10
20
30
40
50
60
-35 35-45 45-55 55-65 65-75 75-
周波数（kHz）
標本総数：216 （周波数帯；20-80 kHz）
各
周
波
数
帯
に
お
け
る
分
布
率
（
%）
(1)
(14)
(46)
(122)
(33)
(0)
( ) 内は標本数
(C) 収録された超音波及び可聴音の各周波数帯における分布
13 
 
2-2 ラットを電気刺激条件下に置いた際に収録した超音波発声 
ソノグラム目視の結果、電気刺激後は、同一の周波数で長く続く超音波発声を認めた（図 13）。
収録された超音波は、音の発声時間（ms）と周波数によって分布図で示した。その結果、収録さ
れた超音波は、20-30 kHz に集中していた (図 14、17)。また、この時にノイズ波形は、一切認
められなかった。発声回数に関して解析すると、33.5 %が 100 ms 以下に存在した（図 15、16）。
以上の結果と 2-1で定義したノイズ音と区別するために、周波数 20-30 kHz かつ発声時間 100 ms
以上を低周波数帯の超音波として定義した。 
図 13 電気刺激負荷直後に観察される発声時間の長い超音波の例 
 
図 14 電気刺激直後に収録される超音波の分布 
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図 15 電気刺激で収録された超音波（15-30 kHz）を 10 ms 毎に 
集計した際の累計発声数のヒストグラム 
 
図 16 電気刺激で収録された超音波（15-30 kHz）を発声時間ごとに 
分けた際の発声回数割合 
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図 17 収録された超音波の各周波数帯における発声回数 
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第 3節 各種刺激条件下でのラット超音波発声の特性に関する検討 
 
第 1節と第 2節で、ラットの超音波発声とノイズ音を分類する実験条件の設定を行った。その
結果、新規環境条件と電気刺激条件の 2種類の刺激条件下での超音波発声が異なることがわかっ
た。新規環境条件下に置いた際に収録した超音波発声の場合、周波数 45 kHz 以上を高周波数帯
の超音波発声として定義し、周波数 15-45 kHz かつ発声時間 100 ms 以内の超音波をノイズ音と
した。一方、電気刺激条件下に置いた際に収録した超音波発声の場合、周波数 20-30 kHz かつ発
声時間 100 ms 以上を低周波数帯の超音波として定義した。本節では、この定義条件が、各種刺
激条件でラット超音波発声がどのように変化するか調べ、感覚機能を測定できる実験条件を探索
した。 
 
1.実験材料ならびに実験方法 
1-1 実験動物ならびに飼育方法  
食餌制限や飼育ケージの変更がある場合を除いて、第 1 章第 1節 1-3と同様である。実験動物
は、8-10 週齢（体重 250～350 g）の Wistar 系雄性ラット（2017 年 9 月以前：九動、2017 年 9
月以降：クレア）を用いた。 
 
1-2 実験装置および実験手続き 
1-2-1 超音波発声測定機器に関する初期設定 
第 1章第 1節 1-1と同様である。収録超音波については第 1章第 2節 2-1および 2-2にて設定
した解析条件に従い解析した。また、ラットの超音波発声の特徴を知るために、同一の実験条件
において各個体から得られた超音波発声を対象に平均周波数および平均発声時間を算出した。 
 
1-2-2 新規環境提示時の超音波発声 
床面がチップとグリッドであるそれぞれの新規環境条件下での超音波発声（USVs）を比較した。
これらの実験条件は、第 1章第 1節 1-3と同様であるが、床面がグリッドの場合、電流の負荷は
かけず、装置にラットを入れた直後 5分間の超音波発声を測定した。 
 
1-2-3 新規環境を短期間に繰り返し暴露した際の超音波発声 
測定条件は第 1 章第 1 節 1-3 と同様であり、1回目の測定から 1 時間後（2回目）、2 時間後 (3
回目) にそれぞれ 5分間、超音波発声を測定した。 
自発運動量の測定として、放出赤外線検出センサー (NS-AS01, Neuroscience Inc. 東京) を
超音波の測定箱の上部に設置した。その検出センサーから DIGITAL ACQUISTION SYSTEM インタ
ーフェイス (NS-DAS-8, Neuroscience Inc. 東京) を介して PC に随時入力カウントを記録し、
解析ソフト (マルチデジタル 32 ポートカウントシステム 1.05.0002，(株)NMR)で解析した。 
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1-2-4 絶食負荷をかけたラットの超音波発声 
測定条件は第 1 章第 1 節 1-3 と同様であり、超音波発声の測定の直前まで自由に摂食・飲水し
ているものを通常摂食群、超音波発声の測定 24 時間前に絶食・自由飲水したものを絶食群とし
て設定した。その後、測定装置にラットを入れて 15 分間超音波を測定した。自発運動量の測定
は本節 1-2-3と同様である。 
 
1-2-5 餌を提示したラットの超音波発声 
測定条件は第 1章第 1 節 1-3 と同様であり、超音波発声の測定 24時間前に絶食・自由飲水を
行い、その後、測定装置内で餌を提示した群と提示しなかった群として設定した。その後、それ
ぞれ 15分間の超音波発声を測定した。自発運動量の測定は本節 1-2-3と同様である。 
 
1-2-6 覚せい剤メタンフェタミンを投与した際の超音波発声 
実験装置は、第 1章第 1節 1-3で用いたアクリルボックス（29×29×30cm）を用いた。メタン
フェタミン（MAP , 大日本住友製薬，日本）は 0.9 % NaCl（Wako, Japan）に溶解した。測定前
に本試験と同様に 5 分間の Pre 試行を行い、全てのラットに 22 kHz USVs の発現が無いことを
確認し、50 kHz USVs の結果をもとに群分けを行った。ラット超音波は、メタンフェタミン投与
直後から 30 分間測定した。さらに、空気刺激に対する影響を検討するために、pre 試験で空気
刺激を 12回、メタンフェタミン投与 30分後に 12回負荷し、5分間超音波の発声を測定した。 
 
1-2-7 電気刺激を用いた際の超音波発声 
実験条件は第 1 章第 1 節 1-3 と同様である。ラットを 1 匹ずつ測定箱の中に入れ、1 分間の馴
化の後、1秒間の電気刺激を与え、その後の 5 分間の超音波発声を測定した。また、同時に自発
運動量を測定し、その実験方法は本節 1-2-3 と同様である。この時、目視にて、すくみ行動
（freezing）に至るまでの反応潜伏時間と、総すくみ行動時間についてストップウォッチを用い
て計測した。 
 
1-2-8 空気刺激を用いた際の超音波発声 
実験装置は第 1 章第 1 節 1-3 で用いたアクリルボックス（29×29×30cm）を用いた。空気刺激
には air-puff stimulus (Neuroscience Inc. 東京)を用い、設定圧力を 0.3 MPa、口径 1 mm の
ノズルから 100 分の 1 秒間の噴射をラット背面へ向けて天井面の高さから行った。噴射は、1秒
ごとに 12, 24, 36, 72 回の連射を行った。次に、24 時間前に pre として 12 回連射の行い、本
試験で 12回の連射を行った 12 回×2の負荷群を設定した。この測定は、ラットを 1匹ずつ測定
箱の中に入れ、1分間の馴化後、空気刺激を行った直後 5分間のラットの超音波発声を測定した 。 
 さらに空気刺激 15 分後に尾静脈から採血し、遠心(3000 rpm, 4 ℃, 5 分)した後、血清を採
取した。採取した血清を CORTICOSTERONE ELISA kit(ARBOR ASSAYS 社, USA)を用いて、血中コル
チコステロン濃度を測定した。 
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1-2-9 局所麻酔投与後の 36 回空気刺激を用いた際の超音波発声 
空気刺激は、本節 1-2-8に従い、設定圧力を 0.3 MPa、口径 1 mm のノズルから 100分の 1 秒
間の噴射を 1秒ごとに 36回の連射をラット背面へ向けて天井面の高さから行った。局所麻酔薬
プロカインアミド（扶桑薬品工業株式会社, Japan）は 0.9 % NaCl（Wako, Japan）に溶解し、
ラットに背面の首に 1, 10mg/kg を皮下投与した。リドカイン塩酸塩（2%キシロカイン®ゼリー,
アスペンジャパン株式会社, Japan）は直接ラットの首の毛を剃った後、直接 2gを塗付した。溶
媒群としてリドカインを含まない基材 2gを塗布した。超音波測定は局所麻酔薬の投与の 5分後
から 5分間測定した。 
 
1-3 統計処理 
統計処理には、等分散の検定である Kolmogorov-Smirnov testを用いて正規分布することを確
認した。1-2-2に関しては対応の無い t検定を、1-2-3～5に関しては対応のある t検定を行った。
1-2-6～9 に関しては、一元配置分散分析（ANOVA）を行い、多重比較検定の Dunnet’s test を使用
した。なお、危険率 5％以下が認められる場合を統計学的に有意差ありとした。 
 
2.実験結果 
2-1 新規環境提示時の超音波発声 
チップ、グリッド両方の新規環境において、22 kHz の低周波数帯は認められず、50 kHz の高
周波数帯の発声が認められた。また、チップ群と比較して、グリッド群では発声数、発声時間、
発声率がともに有意に高かった (図 18)。さらに、50 kHz の発声陽性群についてのみ解析を行っ
た場合においても、この時の発声周波数ならびに発声時間を解析したところ、両群に違いはなく、
ともに平均周波数が約 60 kHz、平均発声時間が 21～23 ms程度の発声であった (表 2)。 
図 18 新規環境提示時の超音波発声の比較 
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表 2 新規環境提示時における高周波数帯の超音波に関する解析 
環境状況 発現率 
超音波発声 
総サンプル数 
総サンプルの 
平均周波数(kHz) 
総サンプルの 
平均発声時間(ms) 
飼育チップ 25/51 195 60.1±0.5 21.4±1.0 
金属グリッド 34/42 532 58.7±0.3 23.0±0.5 
 
2-2 新規環境を短期間に繰り返し提示した際の超音波発声 
ラットに新規環境を 1 時間毎の短期間に繰り返し提示する事で、高周波数帯の発声回数、発声
時間は共に減少し、これには運動量の低下を伴っていた（図 19）。この時の発声について、周波
数ならびに発声時間を解析したところ、平均周波数が 58～60 kHz、平均発声時間が初回、2 回目
の提示時には、20 ms 程度、3回目の提示時には 25 ms 程度の発声であった (表 3)。 
 
図 19 新規環境繰り返し提示時の超音波発声の比較 
 
表 3 新規環境繰り返し提示時における高周波数帯の超音波に関する解析 
環境状況 発現率 
超音波発声 
総サンプル数 
総サンプルの 
平均周波数(kHz) 
総サンプルの 
平均発声時間(ms) 
初回提示時 11/17 131 60.0±0.7 20.7±0.9 
2 回目 7/17 44 58.6±1.1 19.8±1.9 
3 回目 8/17 37 57.9±1.0 25.1±2.2 
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2-3 絶食負荷をかけたラットの超音波発声 
絶食負荷をかける事によって、通常摂食群と比較して高周波数帯の発声回数、発声時間、発声
率がともに増加し、この時の運動量に差は見られなかった（図 20）。この時の発声について、周
波数ならびに発声時間を解析したところ、両群に違いはなく、ともに平均周波数が 58～60 kHz、
平均発声時間が 20 ms 秒程度の発声であった (表 4)。 
 
 
図 20 絶食条件下によって発声する高周波数帯の超音波 
 
表 4 通常摂食時と絶食負荷時における高周波数帯の超音波に関する解析 
環境状況 発現率 
超音波発声 
総サンプル数 
総サンプルの 
平均周波数(kHz) 
総サンプルの 
平均発声時間(ms) 
通常摂食群 5/6 108 59.9±1.0 32.7±2.7 
24 時間絶食群 6/6 175 64.9±1.1 29.4±2.0 
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2-4 餌を提示したラットの超音波発声 
餌を提示した群では、餌を提示しなかった群に比べて高周波数帯の超音波発声数が増加し、運
動量は変化しなかった（図 21）。この時の発声について、周波数ならびに発声時間を解析したと
ころ、両群に違いはなく、ともに平均周波数が 55～60 kHz、平均発声時間が約 30 ms 程度の発
声であった (表 5)。 
 
図 21 絶食条件後の餌提示によって発声する高周波数帯の超音波 
 
表 5 餌提示による高周波数帯の超音波の解析 
環境状況 発現率 
超音波発声 
総サンプル数 
総サンプルの 
平均周波数(kHz) 
総サンプルの 
平均発声時間(ms) 
餌提示あり 6/6 113 54.8±3.4 29.1±2.8 
餌提示なし 6/6 175 58.9±2.6 29.2±4.6 
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2-5 覚せい剤投与後の超音波発声 
メタンフェタミンは 低周波数帯の発声を示さず、1、3 mg/kg の用量において、vehicle 群と
比較して用量依存的な高周波数帯発声回数の増加を示した（図 22）。さらに 12 回の空気刺激を
負荷すると、増加した高周波数帯の発声は、抑制される傾向がみられた。自発運動量は、メタン
フェタミンの投与量に依存せず、0-15分間、vehicle 群と比較して常に増加した（図 22）。この
時の発声について、周波数ならびに発声時間を解析したところ、3群に違いはなく、ともに平均
周波数が 59～64 kHz、平均発声時間が約 30 ms程度の発声であった (表 6)。 
 
図 22 覚醒剤メタンフェタミン投与後の超音波発声 
 
表 6 メタンフェタミン投与による高周波数帯の超音波の解析 
環境状況 発現率 
超音波発声 
総サンプル数 
総サンプルの 
平均周波数(kHz) 
総サンプルの 
平均発声時間(ms) 
vehicle 2/5 20 61.8±0.9 19.8±5.8 
1.0 mg/kg 5/5 1063 63.4±1.0 21.1±2.4 
3.0 mg/kg 6/6 1457 59.1±1.9 23.3±1.9 
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2-6 電気刺激を用いた際の超音波発声 
電気刺激直後の 5分間における低周波数帯の発現が、負荷した電流強度依存的に認められ、こ
の時、高周波数帯に変化は見られなかった（図 23-1）。低周波数帯は非刺激群においては全く認
められず、0.5 mA 以上の高電流を負荷した群では発現率が 100 % であった。また、この時の自
発運動量は、電流強度依存的に減少した（図 23-1）。この時の低周波数帯の発声ならびに自発運
動量の経時的変化を解析すると、電気刺激負荷後、少し遅れて発声の発現・増加が見られ、これ
らのピークは 5 分間内にある傾向を示した。また、自発運動量の変化も電気刺激負荷後、少し遅
れて減少し、0.3 mA以下の低電流負荷群では 5分後までに運動量の回復傾向が見られた（図 23-2）。 
観察された低周波数帯の発声の特徴について解析した結果、電流強度が増加すると、平均周波数
は 24 kHz程度で変化が無いが、平均発声時間が 630ms 程度まで延長した（表 7）。 
 次に、すくみ行動（freezing）の発現と低周波数帯の発声の関係性を解析したところ、両者の
発現までの潜伏時間は、ともに電流強度依存的な短縮を示し、また、総すくみ行動時間と総
22-kHzの発声回数には相関関係が示された（図 23-3）。 
  
 
図 23-1 電気刺激後の超音波発声と自発運動量 
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図 23-2 電気刺激後の超音波発声と自発運動量の経時的変化 
 
 
表 7 電気刺激後に発声する低周波数帯超音波の解析 
電流（mA） 発現率 
超音波発声 
総サンプル数 
総サンプルの 
平均周波数(kHz) 
総サンプルの 
平均発声時間(ms) 
なし 0/5 0 n/a n/a 
0.2 mA 1/6 48 24.9±0.1 304.3±24.3 
0.3 mA 4/6 385 24.0±0.8 514.2±83.0 
0.4 mA 5/6 452 24.0±0.7 444.6±110.9 
0.5 mA 6/6 689 24.5±0.2 490.2±85.1 
1.0 mA 7/7 935 24.3±0.5 633.8±83.0 
3.0 mA 6/6 1175 23.6±0.6 628.2±80.7 
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図 23-3 電気刺激後の超音波発声とすくみ行動との関係 
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2-7 空気刺激を用いた際の超音波発声 
触覚刺激として空気刺激を用いた際、高周波数帯は変化せず、低周波数帯が認められた。22-24 
kHzの発声発現率が最も高かった（図 24A）。次に、噴射回数を検討した。その結果、36回の噴
射回数までは低周波数帯の超音波が増加したが、72 回では 36回に比べて減少した（図 24B）。さ
らに、36回空気刺激を負荷したラットを 24時間後にもう一度測定装置に入れ、非刺激条件での
発声を確認したが、低周波数帯の発声は認められなかった（図 24C）。観察された低周波数帯の
発声の特徴について解析した結果、噴射回数が増加すると、平均周波数は 22 kHz 程度で、平均
発声時間が 300 ms 程度まで延長した（表 8）。ストレスマーカーであるコルチコステロンは、空
気刺激を負荷するといずれの群も増加した（図 24D）。自発運動量については空気刺激を負荷し
なかった群と比較して空気刺激負荷群では有意に抑制された（図 24E）。 
 
図 24 空気刺激後の超音波発声と自発運動量 
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表 8 空気刺激後に発声する低周波数帯超音波発声の解析 
噴射回数 発現率 
超音波発声 
総サンプル数 
総サンプルの 
平均周波数(kHz) 
総サンプルの 
平均発声時間(ms) 
なし 0/5 0 n/a n/a 
12 0/5 0 n/a n/a 
12×2 0/8 0 n/a n/a 
24 2/6 98 21.7±0.2 302.4±78.3 
36 6/6 452 22.2±0.7 297.5±36.5 
72 2/6 228 22.7±0.6 241.6±89.1 
 
2-8 局所麻酔投与後の 36回空気刺激を用いた際の超音波発声 
36 回空気刺激による低周波数帯超音波の発声回数の増加作用に対して、プロカインアミド 1, 
10 mg/kg 皮下投与は、発声回数を完全に抑制した。さらに、高周波数帯の発声においても完全
に抑制した（図 25A）。2%リドカインの塗布は、低周波数帯の超音波発の増加を完全に抑制した。
一方で、高周波数帯の発声には、影響がみられなかった（図 25B）。 
 
図 25 高頻度空気刺激後のラット超音波発声に対する局所麻酔薬の効果 
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考 察 
 
本章では、成熟ラットの超音波発声を利用した新たな感覚機能の評価系を確立するために、第
1、2節ではノイズ波形と超音波発声波形の違いについて述べ、解析条件の設定を行った。第 3
節では、第 1、2節で設定した条件で、大麻による感覚異常を捉えるための評価系として、各種
刺激下における超音波発声について検討した。 
 
 ＜解析条件の設定に関して＞ 
今回、ラットを実際に用いた新規環境提示時の検討では、歩行運動などによって発声すると思
われるノイズが多数収録された。これらはソノグラム上では同時に周波数が 20～90 kHz と広い
周波数帯に渡って検出されたが、実際の数値としてこれらは 15～45 kHz の範囲の音として現れ
た(図 9,11)。同時に、ラット 50-kHz USVs と呼ばれる超音波発声が多数検出され、これらはソ
ノグラム上では狭い周波数帯の中で様々な変化を伴った多彩なパターンで見られ、実際の数値と
しては 32～75 kHz の範囲の音として現れた (図 10,11)。さらに、これらノイズと 50-kHz USVs 
は共通して、100 ms 未満の長さの音として収録されたため、変換された数値上でこれらを区別
するためには周波数による線引きが必要であった。そこで、それぞれの超音波の密集度合いや、
混在する確率などを考慮した結果、今後は 45 kHz 以上の超音波を成熟ラットが発する高周波数
帯の超音波発声として扱う事とした（表 9）。 
ラット超音波発声について検討を行った Brudzynski らは、100 ms 以下の音にはラット自身が
行う scratching (引っかき行動)、grooming (毛繕い行動) 、teeth chattering (歯ぎしり行動) 
などが原因となる生物学的ノイズが高確率に含まれ、これらが測定条件上どうしても避けられな
いノイズであったと報告している [1]。またこの報告の中で、ラットがマイクに対して示す
sniffing(臭い嗅ぎ行動) や壁へのよじ登り行動などによって、例外的に 100～200 ms のノイズ
が観察された事についても述べてある。今回の検討において、こういった長いノイズが認められ
なかった要因としては、用いた測定箱の素材が滑らかなアクリルで出来ていた事、床面からマイ
クを設置した天井面までの距離が 30 cm と、ラットが直接的にアプローチできない距離にあっ
た事が好奏していると考えられる (文献 [3] においては 230～300 g の成熟ラットを用い、床
面から 18 cmの高さにマイクを設置)。 
電気刺激を用いた低周波数帯の誘発はすでに本研究室において確認しているため [3]、先の新
規環境提示の検討によって、ノイズを認めた範囲の音を切り捨てる事でこれらに影響があるかを
確認したものである。電気刺激を与えた直後のラットは、電気刺激の経験による恐怖感から、直
ちにすくみ行動 (freezing) を発現する。本検討において新規環境提示時に認められたノイズが
一切検出されなかった要因は、すくみ行動発現に伴って、著しく探索行動や周辺行動が減少した
結果であると考えられる。すなわち、本検討において認められた超音波は純粋にラットの低周波
数帯の超音波である。この超音波発声の音声情報の分布を見た時に、明らかに 20～30 kHz の周
波数帯に集中しており、またなおかつ 100 ms 未満の短い発声が特に多数検出された (図14，15)。
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これには、発声自体が弱く、分断化されてしまった結果、一続きの発声を複数回の異なる発声と
して検出した影響が強く示唆される (図 13B)。よって今後は 30 kHz 以下かつ，100 ms 以上の
発声を低周波数帯の超音波として扱う事とした（表 9）。 
 
表 9 実験条件において収録しうる音の特徴 
*( )内は総サンプル数に占める割合（%） 
 低周波数帯（22-kHz USVs） 高周波数帯（50-kHz USVs） 
刺激条件 電気刺激負荷 新規環境提示 
周波数（kHz） 20～30 45～100 
発声時間(ms)の基準 100 ms 以上 100 ms 未満 
匹数 37 51 
総サンプル数 5481 301 
ノイズ数* 1836(33.5%) 101(33.6%) 
ラット超音波発声数* 3645(66.5%) 200(66.4%) 
平均発声周波数(kHz) 23.8±0.1 60.0±0.5 
平均発声数(回/5 min) 592.3±5.9 8.0±1.5 
 
＜各種刺激条件下でのラット超音波発声について＞ 
成熟ラットは一般的に、非嫌悪な状況では高周波数帯の超音波を、嫌悪な状況では低周波数帯
の超音波を発するとされている。高周波数帯の超音波の発現についてはこれまでに、性行動時 
[4]、脳内に埋め込んだ電極を介した脳内自己刺激 [5]、覚醒剤である amphetamine の投与 [6] 
[7,8] などによって発現する事が確認されており、欲求行動や報酬刺激時に特異的な発声である
といわれてきた。 
本章も含め、これまでの各種刺激条件下でのラットの超音波発声をまとめる。高周波数帯の超
音波は、測定箱の条件として飼育チップを用いた場合と、新規環境である金属グリッドを用いた
場合では明らかに金属グリッドの方が発現数の増加が認められた。これらの事から、ラットにと
って新規性が高い環境下で、探索意欲が高まった状態において高周波数帯の超音波が増加したと
考えられる。加えて、MAP を用いて検討した結果、濃度依存的に高周波数帯の超音波は増加した。
Amphetamine を用いた報告によると、50-kHz USVs の発現には側坐核におけるドパミン放出の重
要性が複数報告されており、特に情動に深く関わるとされている側坐核シェル部における関与が
示唆されている[9]。側坐核とは脳内報酬系の中心的な部位であり、一般的に「やる気」「快楽」
の中枢とも言われる。摂食行動や性行動といった自然的な欲求行動のほか、覚醒剤やニコチンな
どの依存性薬物の摂取が側坐核におけるドパミン放出を引き起こす事が知られている。これらの
結果から、高周波数帯の超音波は、やる気や強い満足感などの興奮によって引き起こされると考
えられる。 
 電気刺激および空気刺激の検討では、電気刺激直後及び 24回以上の空気刺激において低周波
数帯の超音波が認められた。電気刺激および空気刺激直後に認められる低周波数帯の超音波は、
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刺激強度依存的に発現が増加した。これまでに捕食者の臭いや音刺激などによって低周波数帯の
超音波が誘発されるという報告がある。これらのことから、低周波数帯の超音波は、外部刺激に
対する感受性を反映し、刺激の強度に相関して増加している。つまり、ラットの感覚機能の指標
として有用であると判断した。 
 
＜感覚刺激によるラットの超音波発声を用いた新規感覚機能評価装置＞ 
これまでの感覚機能の評価法として、cold-plate、von Frey、acetone 試験などがあるが、測
定効率が悪く、測定感度が低いことなどが問題となっていた（表 10）。 
感覚刺激である空気刺激及び電気刺激を負荷した時、低周波薄帯の超音波発声は、いずれも刺
激強度に比例して増加した。このことから、超音波の低周波数帯は、感覚機能の評価の指標にな
ると判断した。さらに、本法は同時に複数のデータを収集でき、測定感度を上昇させることに成
功した（表 10）。 
 
表 10 感覚刺激による超音波発声と従来の行動実験による評価との比較 
 従来の行動評価 超音波発声による評価 
方法 cold-plate test 
von Frey test 
acetone test 
空気刺激 
電気刺激 
測定感度 低い 高い 
定量性 不向き 高い 
動物の情動変容 反映しない 反映する 
測定効率 常に観察者による 
1 対 1 の観察必要 
同時に複数のﾃﾞｰﾀを 
収録可能 
観察者の熟練 必要 必要なし 
運動障害の影響 受ける 受けない 
実験費用 低価 高価 
汎用性 低い 高い 
 
空気刺激と電気刺激による低周波数帯の超音波発声の特徴を表 11 にまとめる。空気刺激は、
触覚刺激として、電気刺激は、痛みを伴う強い嫌悪刺激として、それぞれの入力神経線維も異な
る。さらに、低周波数帯の超音波発声の発声時間が電気刺激の方が長かった。このことは、用い
られる感覚刺激によって低周波数帯の超音波発声が異なることを示し、本研究で構築された感覚
機能の新規評価系は、作用機序の解明にもつながる実験法であり、薬物開発におけるスクリーニ
ング法として利用できる。 
さらに、本研究は、大麻による感覚異常を捉えることを目的としているため、第 3 章では、空
気刺激による低周波数帯の超音波発声を、大麻による感覚機能を調べる評価系とした（図 26）。 
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表 11 空気刺激と電気刺激による超音波発声の特徴 
 空気刺激, Air puff 電気刺激, Foot shock 
刺激 非侵害性 侵害性 
組織変性 無 あり 
ストレス 低い 高い 
感覚 触圧覚 痛覚 
神経線維 Aβ線維 Aδ線維(速)、C 線維（遅） 
受容器 ﾒﾙｹﾝ盤,ﾊﾟﾁﾆ小体 自由神経終末 
受容体 ? ｵﾋﾟｵｲﾄﾞ受容体 
平均発声周波数(kHz) 22.2±0.7 23.6±0.6 
平均発声時間(ms) 297.5±36.5 628.2±80.7 
 
 
測定スケジュール 
 
図 26 空気刺激によるラットの超音波発声を用いた新規感覚機能評価装置 
 
測定のためのラットの選別基準 
本試験の 24 時間前に pre試験を行った。pre試験は、空気刺激を 12 回負荷した後の 5 分間の
超音波を測定し、平均値をそろえるために、低周波数帯を発声したラットを除外し、高周波数帯
を基準に群わけした。pre試験の 24時間後に、本試験として 12 回の空気刺激負荷した後、5分
間の超音波測定を行った。 
 
 
超音波集音マイク
空気刺激負荷装置
（Air puff stimulus）
Pre
5 min  60 min
Test
5 min
THC 
24 hr
空気刺激空気刺激
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本章では、大麻草による感覚異常を捉えるために、成熟ラットの超音波発声を利用した新たな
感覚機能の評価系の確立を試みた。第 1節では、異なる実験装置で、超音波集音マイクが捉える
超音波のノイズ波形とラット超音波発声の波形との違いについて述べ、第 2 節では、測定した超
音波とノイズ音の周波数や発声時間を解析し、実験条件の設定を行った。第 3 節は、各種の生体
外刺激条件下における超音波発声を測定した。 
 
（1）成熟ラット超音波発声の解析条件の設定 
 本章の第1節及び2節の実験結果から成熟ラット超音波発声測定時に認められる収録音につい
て分類し、以下の通りの解析条件を定めた(測定可能超音波：周波数 15-100 kHz ，時間最小単
位 1 ms)(図 27)。 
 ●可聴音およびノイズ：周波数 15-45 kHz (広範囲の周波数領域)、100 ms 以内 
 ●低周波数帯（22-kHz USVs）: 周波数 20-30 kHz、発声時間 100 ms以上 
 ●高周波数帯（50-kHz USVs）: 周波数 45 kHz 以上、発声時間 100 ms 未満 
 
 
低周波数帯 
(22 kHz USVs) 
高周波数帯 
(50 kHz USVs) 
運動に伴う 
ノイズの波形 
波形の特徴 
狭い周波数帯 
長い発声時間 
比較的幅のある周波数帯 
短い発声時間 
広い周波数帯に渡って 
観測される短い音 
観測周波数(kHz) 15～30 kHz 45～100 kHz 15～45 kHz 
発声時間(ms) 100 ms以上 100 ms以下 100 ms以下 
音圧(mV) ±20～数百 mV ±50～数百 mV ±50～数百 mV 
波形の例 
 
 
 
図 27 実験装置内で収録される超音波の特徴 
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（2）成熟ラット超音波発声の生理的意義 
 本章第 3節での各刺激条件下での成熟ラット超音波発声の発現から、ラット超音波の低周波数
帯及び高周波数帯の生理的意義・特徴を以下の通りにまとめた（表 12）。 
 
 ●低周波数帯（22-kHz USVs）: 感覚刺激に対する応答。痛み・ストレスに対する応答。 
 ●高周波数帯（50-kHz USVs）: 意欲や欲求が高まったとき。興奮状態。 
 
表 12 各生体外刺激によって発声した超音波の特徴と生理的意義 
 低周波数帯（22-kHz USVs） 高周波数帯（50-kHz USVs） 
発声条件 
電気刺激（電流依存的） 
空気刺激 
 
 
 
 
 
 
 
激しい攻撃行動（全例検出） 
新規環境（飼育チップ、約 5 割検出） 
新規環境（金属グリッド、約 8割検出） 
新規環境の繰り返し提示 
餌提示 
絶食条件 
メタンフェタミン 
短期間隔離飼育 
長期間隔離飼育 
社会性行動（全例検出） 
激しい攻撃行動（全例検出） 
生理的意義 
・感覚刺激への応答 
（刺激の強弱を反映） 
・痛みやストレスへの応答 
・意欲や欲求の高まり 
・興奮 
情動 不快 快・興奮 
 
（3）成熟ラット超音波発声を用いた新規感覚機能の評価系の確立 
空気刺激と電気刺激による 2 つの感覚刺激によって、低周波数帯の超音波発声を示した。これ
らを用いた本研究で構築された感覚機能の新規評価系は、作用機序の解明にもつながる実験方法
であり、薬物開発におけるスクリーニング法として利用できる。 
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第 2章 高負荷刺激条件下でのラットの超音波発声に対する 
大麻成分Δ9-tetrahydrocannabinol の影響 
 
第 1章では、ラットに与える感覚刺激を侵害性の高負荷刺激である電気刺激と非侵害性の低負
荷刺激である空気刺激によって低周波数帯の超音波発声が認められ、超音波発声を用いた 2つの
新規感覚機能評価系を構築した。第 2 章では、これらの評価系を用いて、感覚機能に対する大麻
成分 Δ9-tetrahydrocannabinol（THC）の影響を検討した。 
 
第 1節 非刺激条件下でのラットの超音波発声に対する大麻成分 
Δ9-tetrahydrocannabinol の影響 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
1-1 実験動物ならびに飼育方法  
第 1章第 3節 1-1と同様である。 
 
1-2 使用薬物および調製法 
1-2-1 Δ9-tetrahydrocannabinol（THC）の単離・精製 
THCの抽出にはメキシコ産大麻草（THCA種）の乾燥物 500 g（九州大学大学院薬学研究院森元
聡教授より供与）を用いた。さらに、抽出・分離・精製の操作については福岡大学薬学部生薬学
教室 (金城順英教授) にて土橋良太助教のご指導のもと行った。手順の中では脂溶性成分の抽出
溶媒および展開溶媒としてベンゼンを、試料溶媒、展開溶媒として、酢酸エチル、アセトン、ヘ
キサンを、器具の洗浄にアセトン、メタノールを適時用いた（白川修論 2011年）。 
 
1-2-2 使用薬物および調製法 
THCは 1 %の Tween 80（Difco laboratories，Detroit Michigan，USA）に乳化し，0.9 % NaCl 
（Wako, Japan）で希釈して用いた。 モルヒネ（シオノギ製薬株式会社, Japan）は、0.9% NaCl 
で希釈して用いた。 
 
1-3 実験装置 
超音波発声測定機器に関する初期設定は、第 1章第 1節 1-1と同様である。収録超音波につい
ては第 1 章第 2 節 2-1 及び 2-2に従い解析した。実験装置は、第 1章図 26に従った。 
 
1-4 実験手続き 
測定前日に本試験と同様に 5 分間の Pre 試行を行い、全てのラットに低周波数帯の発現が無い
ことを確認し、高周波数帯の結果をもとに群分けを行った。その後、THC またはモルヒネを腹腔
内投与し、投与の 1時間後から 5分間測定した。 
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1-5 統計処理 
 統計処理には、一元分散配置分析後、Dunnet’s test を用いて多重比較検定を行った。なお、
危険率 5％以下が認められる場合を統計学的に有意差ありとした。 
 
2.実験結果 
THC は、低周波数帯の発現を 1 mg/kg 以上の用量で引き起こしたが、それぞれの発現率が 1 
mg/kg（1/10）、3 mg/kg（1/10）、10 mg/kg（2/9）と非常に少なかった。また、高周波数帯の発
現も、溶媒群および 1～10 mg/kg 群において確認されたが、発生回数および発現率には変化は
なかった（図 28）。一方、モルヒネも影響しなかった。 
 
図 28 非刺激条件下でのラット超音波発声に対する THC 及びモルヒネの影響 
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第 2節 電気刺激条件下でのラットの低周波数帯の超音波発声に対する 
大麻成分Δ9-tetrahydrocannabinol の影響 
 
1.実験材料ならびに実験方法 
1-1 実験動物ならびに飼育方法  
第 1章第 3節 1-1と同様である。 
 
1-2 使用薬物および調製法 
 THC とモルヒネの調整は、第 2章第 1節 1-2と同様である。 
 
1-3 実験装置と測定条件 
超音波発声測定機器に関する初期設定は、第 1章第 1節 1-1と同様である。収録超音波につい
ては第 1 章第 2 節 2-1 及び 2-2に従い解析した。実験装置は、第 1章第 2節に従った。 
 測定条件は、第 1章第 3節 1-2-7 と同様である。負荷電流は 0.5 mAで設定した。 
 
1-4 実験手続き 
 薬物(THC 0.03-10mg/kg,i.p.およびモルヒネ 1-10mg/kg,i.p.)を投与１時間後にラットを１匹
ずつ実験装置に入れ、１分後に 0.5 mA の電気刺激を１秒間、１回与えた直後 5分間のラットの
超音波発声および行動変化を検討した。 
 
1-5 統計処理 
 統計処理には、一元分散配置分析後、Dunnet’s test を用いて多重比較検定を行った。なお、
危険率 5％以下が認められる場合を統計学的に有意差ありとした。 
 
2 実験結果 
2-1 電気刺激時 1 秒間の超音波発声の測定 
Vehicle 群に比べて、超音波発声数の有意な差は認められなかった。モルヒネ投与群では、
vehicle 群に比べて、3,10 mg/kg 投与群で、超音波発声数の有意な減少が認められたが、1 mg/kg
投与群では有意な差は認められなかった（図 29）。 
  
2-2 電気刺激直後 5分間の超音波発声の測定 
 Vehicle 群に比べて、THC 1 mg/kg 投与群で、低周波数帯の超音波発声数の有意な増加が認め
られた。THCは control 群に比べて、電気刺激を与えた群で、自発運動量の有意な減少が認めら
れた。モルヒネ 3，10 mg/kg 投与群で、低周波数帯の超音波発声数を有意に抑制した（図 29）。 
 
37 
 
 
図 29 電気刺激条件下でのラットの低周波数帯の超音波発声に対する 
Δ9-tetrahydrocannabinol の影響 
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第 3節 高頻度の空気刺激条件下でのラットの低周波数帯の超音波発声 
に対する大麻成分Δ9-tetrahydrocannabinol の影響 
 
1.実験材料ならびに実験方法 
1-1 実験動物ならびに飼育方法  
第 1章第 3節 1-1と同様である。 
 
1-2 使用薬物および調製法 
 THC の調整は、第 2 章第 1 節 1-2 と同様である。アトロピンは生理食塩水に溶解して用いた。
Cannabidiol (CBD, caymann, japan）、β-caryophyllene（β-CPH, 東京化成工業株式会社, Japan）
は 1 %の Tween 80（Difco laboratories，Detroit Michigan，USA）に乳化し、0.9 % NaCl （Wako, 
Japan）で希釈して用いた。モルヒネ（シオノギ製薬株式会社, Japan）は 0.9% NaCl で希釈し
て用いた。  
 
1-3 実験装置 
超音波発声測定機器に関する初期設定は、第 1章第 1節 1-1と同様である。収録超音波につい
ては第 1 章第 2 節 2-1 及び 2-2に従い解析した。実験装置は、第 1章第 3節に従った。 
 
1-4 実験手続き 
測定前日に非空気刺激条件で 5分間の Pre 試行を行い、全てのラットに低周波数帯の発現が無
いことを確認し、高周波数帯の結果をもとに群分けを行った。その後、THC、アトロピン、CBD、
β-CPH及びモルヒネを腹腔内投与の 1時間後から、1分間の馴化の後、36 回の空気刺激を行い、
直後 5分間のラットの超音波を測定した。 
 
1-5 統計処理 
 統計処理には、一元分散配置分析後、Dunnett’s test を用いて多重比較検定を行った。なお、
危険率 5％以下が認められる場合を統計学的に有意差ありとした。 
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2. 実験結果 
2-1 高頻度の空気刺激条件下でのラットの低周波数帯の超音波発声に対する THC の影響 
THC 10 mg/kg は、36 回空気刺激を加えた後に発声する低周波数帯の超音波の増加を有意に抑
制した。THC 3 mg/kg は低周波数帯の増加に影響を示さなかった（図 30）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 30 高頻度空気刺激後のラット超音波発声に対するΔ9-tetrahydrocannabinol の影響 
 
2-2 高頻度の空気刺激条件下でのラットの低周波数帯の超音波発声に対するアトロピンの影響 
アトロピン 3 mg/kg は、36 回空気刺激を加えた後に発声する低周波数帯の超音波の増加を抑
制した（図 31）。 
 
図 31 高頻度空気刺激後のラット超音波発声に対するアトロピンの影響 
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2-3 高頻度の空気刺激条件下でのラットの低周波数帯の超音波発声に対する CBD及びβ-CPHの
影響 
 CBD は、36回空気刺激による低周波数帯の発声回数増加に影響を示さなかった。一方、β-CPH 
300 mg/kg は、36回空気刺激による低周波数帯の発声回数の増加を有意に抑制した（図 32）。 
 
図 32 高頻度空気刺激後のラット超音波発声に対する CBD 及びβ-CPH の影響 
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2-4 高頻度の空気刺激条件下でのラットの低周波数帯の超音波発声に対するモルヒネの影響 
 モルヒネ 3 mg/kg は、36 回空気刺激による低周波数帯の発声回数増加を有意に抑制した（図
33）。 
 
図 33 高頻度空気刺激後のラット超音波発声に対するモルヒネの影響 
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第 4節 大麻成分Δ9-tetrahydrocannabinol による高頻度の空気刺激条件下で 
のラットの低周波数帯の超音波発声に対する CB1拮抗薬 SR141716 の影響 
 
1.実験材料ならびに実験方法 
1-1 実験動物ならびに飼育方法  
第 1章第 3節 1-1と同様である。 
 
1-2 使用薬物および調製法 
 THC の調整は、第 2 章第 1 節 1-2 と同様である。CB1受容体拮抗薬である SR141716（TOCRIS 
bioscience, Japan）は 1 %の Tween 80（Difco laboratories，Detroit Michigan、USA）に乳化
し、0.9 % NaCl （Wako, Japan）で希釈して用いた。 
  
1-3 実験装置 
超音波発声測定機器に関する初期設定は、第 1章第 1節 1-1と同様である。収録超音波につい
ては第 1章第 2節 2-1及び 2-2に従い解析した。実験装置は、第 1 章第 3節図 26 に従った。空
気刺激の空気圧および刺激条件は、第 1章第 3節 1-2-8 と同様である。 
 
1-4 実験手続き 
 測定前日に 5 分間の Pre試行を行い、全てのラットに低周波数帯の発現が無いことを確認し、
高周波帯の結果をもとに群分けを行った。その後、SR141716 を 6 mg/kg 腹腔内投与し、その 10
分後に、THC 10 mg/kg を腹腔内投与した。 THC 投与の 1 時間後にラットを測定装置の中に入れ、
1 分間の馴化の後、36 回の空気刺激を行い、直後 5分間のラットの超音波を測定した。 
 
1-5 統計処理 
 統計処理には、一元分散配置分析の後、Dunnet’s test を用いて多重比較検定を行った。なお、
危険率 5％以下が認められる場合を統計学的に有意差ありとした。 
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2. 実験結果 
 CB1受容体拮抗薬 SR141716 は、THC による 36 回空気刺激条件下での低周波数帯の発声回数減
少を有意に抑制した（図 34）。 
 
図 34 THC による高頻度空気刺激後のラット超音波発声に対する SR141716 の影響 
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考 察 
 
本章では、ラットの超音波発声を用いて、ラットの感覚機能に対する大麻成分 THC の影響を検
討した。比較として鎮痛薬のモルヒネを加えて検討した。 
 本章第 1節では、THC が非刺激条件でラットの超音波発声を誘発するのか、Morphine と比較
して検討した。その結果、THC及びモルヒネは、 1, 3, 10 mg/kg いずれの用量においても非刺
激条件で vehicle と比較して低周波数帯及び高周波数帯の超音波の変化がみられなかった。これ
まで、ラットの超音波発声は、中脳辺縁系の神経系が深く関わっており、高周波数帯はドパミン
神経、低周波数帯はコリン神経の活性化によって発声すると考えられている[1]。特に、高周波
数帯の発声には、脳内報酬系の中心的な部位である中脳辺縁系の側坐核のドパミン放出が、大き
く関与していると考えられる。本実験では、第 1章の 3 節で覚醒剤 MAPを、本章 1 節で大麻成分
THC及び麻薬 MORを用いたラット超音波発声について検討を行った結果、メタンフェタミンは、
高周波数帯の増加が認められたが、THC及びモルヒネでは、高周波数帯の発声に影響は認められ
なかった。これまで薬物依存には、側坐核のドパミン放出による報酬系の活性化が重要だと考え
られてきたが[2]、本研究結果から、全ての中毒薬物が側坐核のドパミン放出に関与しているわ
けではないことが示唆された。 
 第 2節では、侵害性の刺激である電気刺激に対する THC及びモルヒネの効果を検討した。その
結果、THC 1 mg/kg は、電気刺激による低周波数帯の増加をより強化した。一方、モルヒネ 3, 10 
mg/kg は、電気刺激による低周波数帯の増加を抑制した。モルヒネは、電気刺激時（1 sec）の
発声数を抑制していることから、電気刺激による痛みを抑制することで、低周波数帯の超音波の
発声を抑制したと考えられる。THCは、低用量のみで低周波数帯の増加が認められ、高用量では
発声回数に影響がみられなかった。モルヒネと電気刺激後の超音波発声に対する影響が異なるこ
とから、高用量 THCによる感覚鈍麻は、μ受容体を介していないことが示唆される。 
 本章第 3節では、非侵害性刺激である空気刺激に対する影響を検討した。0.3MPa の 30回空気
刺激は、低周波数帯の超音波を誘発することがこれまで報告されており[3,4]、今回の実験でも
36 回空気刺激後の発声が確認された。大麻成分 CBDは、高頻度空気刺激による超音波発声に対
して影響を示さなかった。β-CPHは、高用量（300 mg/kg）において空気刺激による超音波発声
を抑制した。THC は、10 mg/kg において、高頻度の空気刺激による低周波数帯の超音波発声を抑
制し、CB1受容体拮抗薬 SR141716 を併用すると、THCによる抑制作用は示さなくなった。さらに、
ムスカリン受容体拮抗薬であるアトロピンは、高負荷刺激後の低周波数帯の発声を抑制した。中
脳周辺系にカルバコールを投与することで低周波数帯の発声を誘発し、低周波数帯の発声にアセ
チルコリン神経が関与していることが報告されている[5]。今回の実験結果から、大麻草による
感覚鈍麻は、有効活性成分の中で THC及びβ-CPH が作用し、CB1受容体とアセチルコリンが感覚
の鈍麻作用に関与していることが示唆された。 
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小 括 
 
 第 2章では、感覚機能に対する大麻成分 Δ9-tetrahydrocannabinol（THC）の影響を詳細に検
討するために、ラットに与える刺激を侵害性の高負荷刺激と非侵害性の低負荷刺激に別けて検討
した。非刺激条件下、高負荷刺激として電気刺激及び高頻度の空気刺激に対する THCの影響をラ
ット超音波測定より検討した。 
 
第 1節 非刺激条件下でのラット超音波発声に対する THCの影響 
 非刺激条件の THC及びモルヒネは、1-10 mg/kg の用量でラットの低周波数帯及び高周波数帯
の超音波発声に影響しなかった。 
 
第 2節 電気刺激条件下でのラットの低周波数帯の超音波発声に対する THC の影響 
 THC は、電気刺激負荷時（1 sec）の低周波数帯の発声に影響しなかった。一方、THC 1mg/kg
は、電気刺激負荷後 5分間の低周波数帯の超音波発声回数を増加し、自発運動量は、用量に関係
なく減少した。モルヒネは、電気刺激負荷時（1sec）及び電気刺激負荷後 5 分間の低周波数帯の
超音波発声を抑制し、自発運動量は 1,10 mg/kg で抑制した。 
 
第 3節 高頻度の空気刺激条件下でのラットの低周波数帯の超音波発声に対する大麻成分の影
響 
 THC 10 mg/kg、モルヒネ 3 mg/kg 及びβ-CPH 300 mg/kg は、高頻度空気刺激による低周波数
帯の超音波発声回数の増加作用を抑制した。一方、大麻成分 CBDは、空気刺激による超音波発声
には影響示さなかった。また、ムスカリン受容体拮抗薬であるアトロピン 3 mg/kg は、THC同様
に高頻度空気刺激後の超音波発声回数の増加作用を抑制した。 
 
第 4節 大麻成分Δ9-tetrahydrocannabinol による高頻度の空気刺激条件下でのラットの低周
波数帯の超音波発声に対する CB1拮抗薬 SR141716 の影響 
 CB1受容体拮抗薬 SR141716は、THCによる高頻度空気刺激の超音波発声回数の増加を抑制した。 
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第 3章 低負荷刺激条件下でのラットの超音波発声に対する 
大麻成分Δ9-tetrahydrocannabinol の影響 
 
第 1節 低頻度の空気刺激条件下でのラットの低周波数帯の超音波発声 
に対する大麻成分Δ9-tetrahydrocannabinol の影響 
 
1.実験材料ならびに実験方法 
1-1 実験動物ならびに飼育方法  
第 1章第 3節 1-1と同様である。 
 
1-2 使用薬物および調製法 
 THC の調整は、第 2章第 1 節 1-2と同様である。 
 
1-3 実験装置 
超音波発声測定機器に関する初期設定は、第 1章第 1節 1-1と同様である。収録超音波につい
ては、第 1章第 2節 2-1 及び 2-2 に従い解析した。実験装置は、第 1章第 3節図 26 に従った。
空気刺激の空気圧および刺激条件は、第 1 章第 3 節 1-2-8と同様である。 
   
1-4 実験手続き 
1-4-1 THC が 12 回空気刺激後のラット超音波発声に与える影響 
測定前日に空気刺激のない条件で 5 分間の Pre試行を行い、全てのラットに低周波数帯の発現
が無いことを確認し、高周波数帯の結果をもとに群分けを行った。その後、THC は腹腔内投与の
1 時間後から、1分間の馴化の後、12回の空気刺激を行い、直後 5分間のラットの超音波を測定
した。 
 
1-4-2 THC が pre試験及び本試験での 12回空気刺激でのラット超音波声に与える影響 
測定前日に本試験と同様に空気刺激を 12回負荷した後、5 分間の Pre試行を行い，全てのラ
ットに低周波数帯の発現が無いことを確認し、高周波数帯の結果をもとに群分けを行った。その
後、THCは腹腔内投与の 1時間後から、1分間の馴化の後、12 回の空気刺激を行い、直後 5分間
のラットの超音波を測定した。加えて、ラット尾静脈から採血をし、空気刺激 0,12 及び 12×2
回と、12×2回に THC投与したラットの血中コルチコステロン濃度を測定し比較した。血中コル
チコステロン濃度の測定方法は、第 1章 3 節 1-2-8と同様である。 
 
1-5 統計処理 
 統計処理には、一元分散配置分析の後、Dunnet’s test を用いて多重比較検定を行った。なお、
危険率 5％以下が認められる場合を統計学的に有意差ありとした。 
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2.実験結果 
2-1 12回空気刺激後のラット超音波発声に対する THC の影響 
 THC 投与に空気刺激を加えた場合の超音波発声は、低周波数帯の増加を示した。しかし、統計 
学的な有意差は得られなかった（図 35）。 
図 35 12 回空気刺激後のラット超音波発声に対する THC の影響 
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2-2  THCが pre試験及び本試験での 12回空気刺激でのラット超音波声に与える影響 
Pre 試験において空気刺激を加えると、THC は用量依存的に低周波数帯の増加を示し、高周波
数帯は変化しなかった（図 36）。次に、本試験時に空気刺激の 0, 12 回負荷群、pre試験と本試
験に 12 回負荷群、及び、pre 試験時 12 回＋THC 投与 1 時間後の本試験 12 回負荷群における 4
群の血中コルチコステロン濃度を測定した。その結果、空気刺激を負荷しなかったラットと比較
して、空気刺激を負荷すると有意に血中コルチコステロン濃度は増加した。さらに、THC 3 mg/kg 
は、空気刺激後の血中コルチコステロン濃度の増加作用を増強させる傾向を示した（図 36）。 
 
図 36 低頻度空気刺激の 2 回負荷によるラット超音波発声に対する THC の影響 
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第 2節 低頻度の空気刺激条件下でのラット超音波発声に対する 
大麻成分 Cannabidiol、β-Caryophyllene およびカンナビノイド関連薬の影響 
 
1.実験材料ならびに実験方法 
1-1 実験動物ならびに飼育方法  
第 1章第 3節 1-1と同様である。 
 
1-2 使用薬物および調製法 
 Cannabidiol (CBD, caymann, japan）、β-caryophyllene（β-CPH, 東京化成工業株式会社, 
japan）及び WIN55,212（WIN, caymann, japan）は 1 %の Tween 80（Difco laboratories，Detroit 
Michigan，USA）に乳化し、0.9 % NaCl （Wako, Japan）で希釈して用いた。危険ドラッグ SUPER 
GOLD SNAKE（含有成分：JWH-210（強力な CB受容体アゴニスト）、含有量不明）1.5gを、50mL
の 100 %のエタノール（Wako, Japan）で抽出した後、0.9% NaCl で希釈して 1%と 3%エタノール
抽出液を用いた。モルヒネ（シオノギ製薬株式会社, Japan）は 0.9% NaCl で希釈して用いた。
エタノールは、100%エタノール（Wako, Japan）を 0.9% NaCl で希釈し、ラットの体重 100 g当
たり 0.1 ml になるように投与した。 
 
1-3 実験装置 
超音波発声測定機器に関する初期設定は、第 1章第 1節 1-1と同様である。収録超音波につい
ては第 1章第 2節 2-1及び 2-2に従い解析した。実験装置は、第 1 章第 3節図 26 に従った。空
気刺激の空気圧および刺激条件は、第 1章第 3節 1-2-8 と同様である。 
 
1-4 実験手続き 
測定前日に本試験と同様に空気刺激を 12回負荷した後、5 分間の Pre試行を行い、全てのラ
ットに低周波数帯の発現が無いことを確認し、高周波数帯の結果をもとに群分けを行った。その
後、各薬物を腹腔内投与し、CBD、β-CPH、WIN55,212 及びモルヒネは、腹腔内投与の 1時間後
から 5 分間を、JWH-210 は、腹腔内投与の 10 分後、1分間の馴化を行い、12 回の空気刺激を行
い、直後 5分間のラットの超音波を測定した。 
 
1-5 統計処理 
 統計処理には、一元分散配置分析の後、Dunnet’s test を用いて多重比較検定を行った。なお、
危険率 5％以下が認められる場合を統計学的に有意差ありとした。 
 
2.実験結果 
CBD、β-CPH、WIN55,212、モルヒネ投与に空気刺激を加えた場合の超音波発声は、低周波数帯
及び高周波数帯の増減は示さなかった（図 37A,B,C,E）。JWH-210 を含む危険ドラッグおよび 10%
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エタノールは、空気刺激後の低周波数帯の発声回数を有意に増加した（図 37D）。 
 
図 37 低頻度空気刺激後のラット超音波発声に対する CBD、β-CPHおよび 
カンナビノイド関連薬の影響  
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第 3節 低頻度の空気刺激条件下での大麻成分Δ9-tetrahydrocannabinol によ
るラットの低周波数帯の超音波発声増加作用に対するカンナビノイド受容体
拮抗薬の影響 
 
1.実験材料ならびに実験方法 
1-1 実験動物ならびに飼育方法  
第 1章第 3節 1-1と同様である。 
 
1-2 使用薬物および調製法 
 THC（本稿第 2章，第 1節にて乾燥大麻草より精製）および、CB1受容体拮抗薬である SR141716
（TOCRIS bioscience, Japan）、同じく CB1 受容体拮抗薬である O-2050（TOCRIS bioscience, 
Japan）、及び CB2受容体拮抗薬である AM630（TOCRIS bioscience, Japan）は 1 %の Tween 80（Difco 
laboratories，Detroit Michigan、USA）に乳化し、0.9 % NaCl （Wako, Japan）で希釈して用
いた。  
 
1-3 実験装置 
超音波発声測定機器に関する初期設定は、第 1章第 1節 1-1と同様である。収録超音波につい
ては第 1章第 2節 2-1及び 2-2に従い解析した。実験装置は、第 1 章第 3節図 26 に従った。空
気刺激の空気圧および刺激条件は、第 1章第 3節 1-2-8 と同様である。 
 
1-4 実験手続き 
 測定前日に本試験と同様に空気刺激を負荷した 5分間の Pre 試行を行い、全てのラットに低周
波数帯の発現が無いことを確認し、高周波帯の結果をもとに群分けを行った。その後、SR141716、
O-2050または AM630 を腹腔内投与し、その 10分後に、THCを腹腔内投与した。 THC投与の 1 時
間後にラットを測定装置の中に入れ、1分間の馴化の後、12回の空気刺激を行い、直後 5分間の
ラットの超音波を測定した。加えて、空気刺激負荷 15 分後の血中コルチコステロン濃度を測定
した。測定方法は、第 1章 3 節 1-2-8と同様である。 
 
1-5 統計処理 
 統計処理には、一元分散配置分析の後、Dunnet’s test を用いて多重比較検定を行った。なお、
危険率 5％以下が認められる場合を統計学的に有意差ありとした。 
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2.実験結果 
 CB1受容体拮抗薬 SR141716 及び O-2050 は、THC により増加した低周波数帯を有意に抑制した
（図 37A,B）。一方，CB2受容体拮抗薬 AM630 は，THCによって増加した空気刺激後の低周波数帯
の増加に影響を示さなかった(図 38C)。また、血中コルチコステロン濃度は、THC 3 mg/kg によ
って control と比較して、有意に増加し、CB1受容体拮抗薬 SR141716 の 6 mg/kg 及び O-2050 の
1 mg/kg によって増加が抑制された（図 38A,B）。一方、CB2受容体拮抗薬 AM630 は、THC による
血中コルチコステロン濃度の増加を抑制しなかった(図 38C)。 
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図 38 低頻度の空気刺激条件下での大麻成分Δ9-tetrahydrocannabinol による 
ラットの低周波数帯の超音波発声増加作用に対するカンナビノイド受容体拮抗薬の影響 
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs control， #p<0.05, ###p<0.001 vs THC 3 mg/kg
(One-way ANOVA followed Dunnet’s test)
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第 4節 低頻度の空気刺激条件下での大麻成分Δ9-tetrahydrocannabinol によ
るラットの低周波数帯の超音波発声増加作用に対する Cannabidiol の影響 
 
1.実験材料ならびに実験方法 
1-1 実験動物ならびに飼育方法  
第 1章第 3節 1-1と同様である。 
 
1-2 使用薬物および調製法 
 THC の調整は、第 1章、第 1節 1-2 と同様である。 
 
1-3 実験装置 
超音波発声測定機器に関する初期設定は、第 1章第 1節 1-1と同様である。収録超音波につい
ては第 1章第 2節 2-1及び 2-2に従い解析した。実験装置は、第 1 章第 3節図 26 に従った。空
気刺激の空気圧および刺激条件は、第 1章第 3節 1-2-8 と同様である。 
   
1-4 実験手続き 
 測定前日に本試験と同様に空気刺激を負荷した 5分間の Pre 試行を行い、全てのラットに低周
波数帯の発現が無いことを確認し、高周波帯の結果をもとに群分けを行った。CBD 及び THC投与
の 1時間後にラットを測定装置の中に入れ、1分間の馴化の後、12 回の空気刺激を行い、直後 5
分間のラットの超音波を測定した。 
 
1-5 統計処理 
 統計処理には、一元分散配置分析の後、Dunnet’s test を用いて多重比較検定を行った。なお、
危険率 5％以下が認められる場合を統計学的に有意差ありとした。 
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2.実験結果 
 THC 投与に空気刺激を加えた場合の超音波発声は、低周波数帯の増加を示した。一方、CBD 
3,10mg/kg は、THC による低周波数帯の超音波発声の増加を抑制した（図 39）。 
 
図 39 低頻度の空気刺激条件下での大麻成分Δ9-tetrahydrocannabinol による 
ラットの低周波数帯の超音波発声増加作用に対する Cannabidiol の影響 
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考 察 
 
 第 3章では、第 2章と異なり、触覚刺激である低頻度の空気刺激を用いて大麻成分が触覚感覚
に影響するか検討を行った。 
 第 1節では、触覚に対する THCの影響を検討するために、低頻度空気刺激を用いた実験を行な
った。その結果、THCは、低頻度空気刺激後の低周波数帯の増加傾向を示したが、有意な差では
なかった。その原因として、刺激に対する馴化が不足しており、空気刺激後の超音波発声率が悪
く空気刺激に対する反応性が全体的に一定ではなかったためだと考えられた。そこで、pre 試験
で一度、本試験同様に空気刺激を負荷させて空気刺激に対する馴化を行った。その結果、本試験
での THC 投与ラットの空気刺激負荷後の低周波数帯の発声率は改善が見られ、発声回数も有意に
増加した。本試験で使用した低頻度（12 回）の空気刺激は、通常のラットでは、超音波発声が
観察されないため、かなり刺激としては弱いと考えられる。その低刺激に対して THCを投与する
と高頻度（36 回）空気刺激と同様に低周波数帯の発声がみられるようになった。また、血中コ
ルチコステロン濃度を測定すると、THCは、空気刺激後のコルチコステロン増加を増強した。THC
は、ストレス刺激を負荷された時の血中コルチコステロン増加をさらに増強することがこれまで
報告されている[1]。しかし、第 1 章 3節の空気刺激に対する超音波発声の検討において、血中
コルチコステロン増加と低周波数帯の発声に関係性が見られなかったため、THC による血中コル
チコステロン増加と超音波発声の増加は、それぞれ別の薬理作用だと考えられる。 
 第 2節では、THC を除く主要な大麻活性成分で感覚異常が発現するか確認するために、CBD 及
びβ-CPH を用いて検討した。CBD やβ-CPH は、近年、大麻草に含まれる主要な有効成分である
と考えられる[1]。CBD は、THC と異なり精神作用を発現せず、鎮痛作用[2]、抗けいれん作用[3]、
及び、抗炎症作用[4]の多くの薬理作用を発現し、安全に使用できる大麻成分として注目されて
いる。また、β-CPHは、鎮痛作用[5]や抗炎症作用[6]を持つテルペン類の大麻成分として注目
されている。これらの大麻活性成分による感覚過敏の発現について検討した結果、CBD 及びβ
-CPHでは、THCのような感覚過敏の発現は認められなかった。加えて、合成大麻成分による感覚
機能の変化を検討するために、合成大麻成分 WIN55,212 及び、JWH-210 を含有する危険ドラッグ
（SUPER GOLD SNAKE）[7]を用いて実験を行った。WIN55,212 は、空気刺激後の低周波数帯の発
声が有意ではないが、増加傾向がみられた。一方で、JWH-210 を含む SUPER GOLD SNSKE は、空
気刺激に対して低周波数帯の発声数を増加した。さらに、モルヒネ 及びエタノールを用いて、
空気刺激に対する感覚過敏の発現を検討した。その結果、モルヒネ は、空気刺激後の超音波発
声に影響しなかった。一方、エタノールは、空気刺激後の低周波数帯発声数を増加した。空気刺
激後に超音波発声数増加を示した THCは、CB 受容体部分作動薬であり、JWH-210 は、強力な非選
択的 CB受容体作動薬、WIN55,212 は、CB1受容体作動薬である。また、エタノールは、慢性的な
飲酒によってカンナビノイド受容体の機能を変化することが報告されている[8]。これらの結果
から、CB 受容体が、感覚過敏の発現に関与していることが示唆される。 
 第 3節及び第 4節では、THC による感覚過敏の作用機序を明らかにするために、THC が結合し、
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作用するカンナビノイド受容体の関与について検討した。実験は、カンナビノイド受容体拮抗薬、
及び、CBDを THCと併用して空気刺激後の感覚過敏に対する影響を検討した。その結果、CB1受
容体の拮抗薬は、THCによる感覚過敏を抑制した。一方、CB2受容体の拮抗薬は感覚過敏に対す
る影響を示さなかった。また、血中コルチコステロン濃度の検討では、THCは、空気刺激後の血
中コルチコステロン濃度を増加し、CB1受容体拮抗薬を加えると増加が抑制された。加えて、CBD
は、THCによる感覚過敏を抑制した。CBDは、CB1受容体のアロステリックサイトに結合し、CB1
受容体の活性を制御することが報告されている[9]。そのため、CBDは、THCと併用することで、
THCの薬理作用を変化させる[10,11]これらのことから THCによる感覚過敏には CB1 受容体を介
していることが明らかとなった。 
 本章の結果から、大麻成分による低頻度の空気刺激に対する感覚過敏の発現には、CB1受容体
が関与していることを明らかにした。第 2 章では、高頻度の空気刺激に対する感覚の鈍麻作用に
は、μ受容体と CB1受容体が関与していることが示唆された。脊髄の後角は、末梢からの感覚情
報を統合する部位であり、後角に発現するμ受容体及び CB1受容体は、痛みなどの強い刺激情報
を抑制的に制御している。一方、感覚神経の末端部分には、CB1 受容体が存在し、一方、μ受容
体は存在していない。このことから、脊髄の後角部位に存在する CB1受容体及びμ受容体が、高
頻度空気刺激に対する鈍麻作用に関与し、感覚神経の末端部に存在する CB1受容体が低頻度空気
刺激に対する過敏作用に関与していると考えられる（図 40）。 
 
 
図 40 作用部位による感覚への影響の変化  
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小 括 
 
本章では、感覚機能に対する大麻成分の影響を捉えるために、触覚刺激である低頻度空気刺激
に対するカンナビノイドの影響を検討した。 
 
第 1節 低頻度空気刺激後の低周波数帯の発声に対する THCの影響 
 THC は、12回空気刺激を負荷した結果、低周波数帯の発声回数の増加傾向はみられたが、有意
な差ではなかった。そこで、pre 試験において 12 回空気刺激を経験させたラットで同様の検討
をした結果、THC 3 mg/kg で有意な低周波数帯の発声が増加した。 
 
第 2節 低頻度の空気刺激条件下でのラット超音波発声に対する大麻成分 Cannabidiol、β
-Caryophyllene およびカンナビノイド関連薬の影響 
 大麻含有成分 CBD及び B-CPHは、低頻度空気刺激後の低周波数帯の発声に影響しなかった。合
成カンナビノイドである WIN55,212 及び JWH-210（危険ドラッグ：SUPER GOLD SNAKE）を用いた
検討では、WIN55,212 は、低頻度の空気刺激条件下での超音波発声に影響しなかった。一方、
JWH-210及びエタノールは、低周波数帯の超音波発声を増加した。モルヒネは、低頻度の空気刺
激後の発声に影響しなかった。 
 
第 3節 低頻度の空気刺激条件下での大麻成分Δ9-tetrahydrocannabinol によるラットの低周
波数帯の超音波発声増加作用に対するカンナビノイド受容体拮抗薬の影響 
 CB1及び CB2受容体拮抗薬を THCと併用して、低頻度空気刺激条件下での低周波数帯への影響
を検討した結果、CB1受容体拮抗薬 SR141716 及び O-2050は、THC による低頻度空気刺激条件下
での低周波数帯の発声回数の増加作用を抑制した。一方、CB2受容体拮抗薬 AM630 は、THC によ
る超音波発声回数の増加作用に影響しなかった。また、空気刺激後の血中コルチコステロン濃度
は、THCによって有意に増加し、CB１受容体拮抗薬によって増加が抑制された。一方、CB2受容体
拮抗薬は、THCによる血中コルチコステロン増加に影響しなかった。 
 
第 4 節 低頻度の空気刺激条件下での大麻成分Δ9-tetrahydrocannabinol によるラットの低周
波数帯の超音波発声増加作用に対する Cannabidiol の影響 
 THC 及び CB1受容体アロステリックモデュレーターである CBDを併用して低頻度空気刺激条件
下での超音波発声を検討した結果、CBD は、THCによる低頻度空気刺激条件下での低周波数帯の
超音波発声の増加作用を抑制した。 
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